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PURIFIKACNI STRATEGIE

FINALNi PRECISTENI

CASTEEGNE PRECISTENI
odstranéni hlavnich
necistot
ZAKONCENTROVANI
|zolace, koncentrace,
tabilizace

TRAKCE,
DUSENI

Pocet krokl analyzy




SEPARACNI METODY

A Separace zaloZzené na velikosti molekul

Dialyza a ultrafiltrace, centrifugace v hustotnim
gradientu, gelova permeacni chromatografie,
SDS-PAGE

B Separace zaloZzené na rozdilech v rozpustnosti

|zoelektricka precipitace, vysolovani neutralnimi solemi,
frakcionace organickymi rozpoustedly

- C  Separace zaloZené na zakladé povrchového naboje

Elektroforetické metody, iontove vymenna
chromatografie, afinitni chromatografie



Urychlit sedimentaci pevnych castic
v kapalném prostredi.

Na sedimentaci ma vliv
1. vlastnost latky: velikost, tvar, hustota

2. vlastnost prostredi (rozpoustedla):
hustota, viskozita



CENTRIFUGACE

20. léta 20. stoleti - Svedberg - pocatky laboratornich centrifug a analytické
centrifugace; teoretické zaklady metody

50. léta - Brakke - centrifugace v gradientu hustoty

THEODOR SVEDBERG
(1884-1971)

Nobelova cena za chemii 1926
pojmenovana po hem

Svedbergova jednotka pro vyjadreni
sedimentacniho koeficientu




CENTRIFUGACE - POUZITI

PREPARATIVNI ANALYTICKE

- Odstranéni hrubych castic z roztoku
Sediment (pelet) X supernatant

* |1zolace organel nebo biomakromolekul

- Stanoveni zakladnich parametru — MW,
hustota, sedimentacni koeficient



ROZDELENI CENTRIFUG




®- uhlova rychlost

7 (rad/s)

f — otaCky/min
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Nomogram is based on formula
below, where :

RCF = relative centrifugal force (g)

RPM = centiifuge speed in revolutions
per minute

Radius= distance in mm from center of
centrifuge spindle to bottom of
Amicon device when in rolor
RCF
{1118 x 107} [Radius in mm)

= RPM
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PREPARATIVNI
CENTRIFUGACE

TYP
centrifugace

DIFERENCIALNI ZONALNI
- dve faze - tvorba zon v
(sediment/supernatant) hustotnim gradientu




METODY NANASENI VZORKU




PREPARATIVNI CENTRIFUGA

—— Control panc




PREPARATIVNI CENTRIFUGA




PREPARATIVNI
ULTRACENTRIFUGA




ROTORY

- Uhlovy — diferencialni centrifugace
- Vykyvné — zonalni centrifugace

 Zonalni — bez kyvet, vzorek je uvnitr rotoru
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UHLOVY ROTOR
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DIFERENCIALNI o

diferencialni zonalni

CENTRIFUGACE ave aze I zony

(sediment (gradient)
supernatant)

* opakovana centrifugace se zvysuijici se
rychlosti otacek = gravitaci

Dekantace
1000g/10 min supernatantu

b

eto. ' 3000g/10 min '




Centrifugace

VYKYVNY ROTOR

diferencialni zonalni
dve faze zény
(sediment (gradient)
supernatant)
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GRADIENTOVA

CENTRIFUGACE diferenmnélni

dve faze zony
(sediment (gradient)
supernatant)

Hustotni bariera Diskontinualni Kontinualni




GRADIENTOVA CENTRIFUGACE

Hustotni bariéra Diskontinualni Kontinualni




GRADIENTOVA CENTRIFUGACE

MEDIA

Kriteria pro vyber centrifugacniho media:

 musi v roztoku tvorit gradient
 nesmi interferovat se vzorkem
- musi byt lehce odstranitelné ze vzorku



GRADIENTOVA CENTRIFUGACE

MEDIA
- Sacharosa 1 .
. Glycerol - | Hypertonickée prostiedi

. Ficoll - dextran > Nutno pfipravit gradient

* Percoll - SiO,

J

- CsClI

+ Gradient vznika béhem centrifugace
. Cs,SO,



GRADIENTOVA CENTRIFUGACE

Minimum Mixing
density chamber
solution \

Peristaltic pump

Stirrer \

T, Seiiins iibe




GRADIENTOVA CENTRIFUGACE

Metoda

|lzopyknicka Nerovnovazna




GRADIENTOVA CENTRIFUGACE

Rate-zonal centrifugation

\_/

Isopycnic centrifugation

) +++
Time Time




GRADIENTOVA CENTRIFUGACE




DIFERENCIALNI VERSUS
GRADIENTOVA CENTRIFUGACE
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- ZONALNI ROTOR




ZONALNI ROTOR

332676 Push-Pull
Capping Mechanism

011519 O-ring
Inside Cap (Not Visible)

012780 O-ring
(Visible)

ROTOR LID

332682 Cone
> 815472 O-ring

| _———— 332691 Seal Fitting
011167 O-ring for
Fitting (Not Visible)

333856 Rotor Core
858506 O-ring

B-29 Type Core
328948
\ Non-Extrusion Ring
; 328945
Rotor Gasket

— ROTOR BOWL



CENTRIFUGACE SE
ZONALNiM ROTOREM




CENTRIFUGACE SE
ZONALNIiM ROTOREM




CENTRIFUGACE SE
ZONALNiIM ROTOREM

Cisténi transformaéni DNA z b.subtilis
centrifugaci v zonalnim rotoru

27 mg surové DNA/15 ml

Gradient sacharosy 5-30%
Citratovy pufr pH 7,0
Cushion — 50 ml 42% sach.
Overlay — 100 ml pufru

3% Plnéni - 2 000 ot/min
A1 ST Déleni — 40 000 ot/min 7 hod
T T I X T Jimané frakce 10 ml

Bikoviny + RNA DNA agregaty DNA
255 26 -35S




ANALYTICKA

ULTRACENTRIFUGACE

Introduction
to
Analytical Ultracentrifugation

BECIKMAN

Chem Listy 104, 11551162 (2010)
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. Uvod

Cilem sedimentacni analyzy provadéné pomoci analy-
tické ultracentrifugy je charakterizace sedimentujicich
¢astic z hlediska jejich molekulové hmotnosti, sedimentag-
niho koeficientu a daldich hydrodynamickych vlasmosti
Ze sedimentaénich dat lze ziskat odhad velikosti a tvaru
Zastic, udaje o distribuci jednotlivych typi sedimentujicich
castic ve vzorku a v neposledni fadé studovat rovnovazné
systémy, véetmé wuréeni pfisluinych rovnovaimych kon-
stant. Vztih li pojem sed jici Eastice napfiklad
na molekulu proteinu, je z vyie uvedeného vyét hlavnich
aplikaci této metody ziejmé. Ze v oblasti vyzkumu bio-
makromolekul, pfedeviim proteinii a nukleovych kyselin,
miiZe mit sedimentaéni analyza velké uplaméni Je to na-
vic jedna z nemnoha metod. které umoZziuyi uréit moleku-
lovou hmotnost piimo, bez nutnosti kalibrace & interakce
s matrici. a to pfimo ve vodném prostiedi (nejéastéji
v pufiu) za fyziologickych podminek. A tak pfestoZe se
jedna o metodu jiz bezmaila sto let starou, nachazi stale
velké uplatnéni nejen ve védé a vyzkumu, ale 1 ve farma-
ceutickém primyslu Cilem tohoto referatu je podat pre-
hled o principech a praktickych aplikacich sedimentaéni

analyzy s dirazem na amalyzu biomakromolekul Tento
referit je publikovan ve zkricené verz, plnou verzi dvoj-
nasobného rozsahu lze stahnout ze stranek katedry bioche-
mie UK PiF. http://www.natur.cuni.cz/chemie/biochem/
shuzby

1. Historie analytickeé ultracentrifugy

Historii analytické ultracentrifugy zapocal jeji kon-
struktér a objevitel metody sedimentaéni analyzy Theodor
Svedberg (188—!—197‘1)" Rodak ze 3jvédského Flerang,
okres Gavleborg, se stal v roce 1904 studentem umverzity
v Uppsale, ktera uz také ziistala jeho hlavnim celoZivomim
pusobiitém V letech 1912-1949 zastival na této univerzi-
té fimkei profesora fyzikalni chemie. Svedbergova price
se tykala pfevazné koloidi a makromolekulamich latek
Spolu s éemymi spolupracovniky studoval fyzikdlni viast-
nosti koloidil, zeymeéna jejich difuzi, absorpel svétla a sedi-
mentacl, coz mu umozmlo potvrdit, Zze termodynamické
zakony plyni Ize aplikovat také na disperzni systémy. Pro
studium sedimentace sestrojil analytickou ultracentrifugu,
s niz sledoval sedimentaci velkych molekul (protem
sachandi. polymeril) v roztoku a tato pozorovani uvedl do
vztabu k molekulové velikosti a tvaru sedimentujicich
molekul. Ukazal tak, Ze molekuly daného ¢istého proteinu
maji viechny stejny tvar a Ze s vyuZitim analytické ultra-
centrifugy lze prokazat pfitommost kontaminujicich latek
Za praci na disperznich systémech mm byla roku 1926
udélena Nobelova cena za chemii

3. Pristroj a jeho parametry

Vzhledem k tomm, Ze jiz pies padesit let se vywvoji
a vyrobé analytické ultracenmfugy vénuje zejména firma
Beckman Coulter, vycet technologickych moZnosti meto-
dy je omezen na popis souéasného typu analytické ultra-
centrifugy ProteomelLab XL-A/XL-I tohoto vyrobce
Z hlediska odstiedivé sily lze dosahovat tihového pole
v rozmezi piiblizmé 60 az 300 000 x g (mun rychlost
1000 ot min™', max_ rychlost 60 000 ot min™*). Molekulové
hmotnosti astic, které tak lze pomoci analytické centrifu-
gy studovat, se pohybuji pfiblizné v rozsahu 100 Da az
10 GDa. Sedimentaci biomakromolekul lze sledovat po-
moci dvou mezavislych optickych systémii, absorbanéni
(XL-A) i interferenéni optiky (XL-I). Absorbanéni optika
sestava ze zableskové xenonové lampy, monochromatoru
(200-800 nm), pohyblivé 3térbiny a fotonasobide
V klasickém uspofadani je vzorek umistén do kyvety se
dvéma sektory. Do jednoho je umistén analyzovany vzo-
rek, druhy sektor obsahuje kontrolni vzorek, zpravidla
pufr, v néms? je vzorek rozpuitén, resp. do néhoz je preve-




ANALYTICKA
ULTRACENTRIFUGACE
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OPTICKY SYSTEM

Reference

Top
Toroidal View
Diffraction

Grating Sample

Incident
Light
Detector

i Sample/Reference
Cell Assembly

Rotor

' Imaging System for
. Radial Scanning

; Slit (2 nm)

Xenon

FlshLamp Photomultiplier Tube




OPTICKY SYSTEM

Boundary
region Plateau M

Solyent
meniscus

Sample
J/ meniscus

Absorbance

Bottom

Sample

Reference




* Absorbcni opticky system

= UV-VIS od 200 do 800 nm
detekce makromolekul obsahujicich silny
chromofor

* Rayleighuv interferencni opticky system
" meri zmeny indexu lomu

(napf.polysacharidu) nebo vzorku
obsahujicich v pufru silne absorbujici latky
(napr. ATP/GTP, DTT oxidovany)



OPTICKY SYSTEM

Interferencni
optika

Boundary
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METODA SEDIMENTACNI
ROVNOVAHY
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METODA SEDIMENTACNI
ROVNOVAHY
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METODA SEDIMENTACNI

ROVNOVAHY

¢ Termodynamické informace (zavisi na Mr)
¢ Experimentalne Ize stanovit

« Relativni molekulovou hmotnost — sacharosa Mr (Mr = 360)
az po viry (Mr = mnoho milionu)
» Stav molekul v roztoku - asociace

 Rovnovazne konstanty v roztoku, K
-> vypocet volneé energie asociacnich reakci



METODA SEDIMENTACNI

RYCHLOSTI
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METODA SEDIMENTACNI
RYCHLOSTI
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METODA SEDIMENTACNI

RYCHLOSTI

¢ Hydrodynamicke parametry

(zavisi na Mr a tvaru molekuly)

¢ Experimentalne Ize stanovit
» Sedimentacni koeficient s
» Difuzni konstantu D nebo frikcni faktor f
» Relativni molekulovou hmotnost Mr
* Tvar molekuly v roztoku



